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'Do eaborafório c;eyer
Um closcapitul108 mais interessantes da Imunologia é, sem dú-
vida, o da imunidade c'Üntra o est1afilocoico, que tenl sido 'Übjéto de es-
tudos apI'\ofundados e, acomp;;mhando as ctolltrinas sôbre a imunidade
em geral, tem sofrido interpret,ações várias~
A desc'Üiberta de Bichet e Hericourt, em 1888, de que o sôro
dos animais inoculados Icom est1afilococo possue p'1"oprriedades Ínl1mi-
zantes, iniciou êssesestudos e orientou a interpretação no sentido ex-
clusivamente hum!oral. Vários experimentadores se dedicaram a 1'e-
petÍJr e 'ai ü bservar as pesquizas de Hichet e HeI'icourt ,mas, apesar
de encontrarem no sôro dos ,anima:iís inoculados propriedades bacte-
ricidas, não lhes foi possivel confirmar integralmente as
dêst'es. t()s anticorpos, mltileucocidin':1 e lantihemolisilla, ell contrados
nêsses sôros, sempre em titulo muito baixo, não conseguiam 'conferir
a .imunidade pa,ssiVa,e'lll franco ,contraste com o que se observava com
a 'antitoxina dift,er<Íca e tetânica, altamente preventivas.
A imunidade antiestafilococica parecia ser de natureza diferente
da tetânica (OU diftm"i,ca. Outro fator, possivelment,e de grande pre-
ponderância, clevila ,acompaJ1har ou substituir o humora1.
A doutrina celular idealizada pOir :IVletchnikoff veio in1.1)rimir
novo rumo á interpretação dios fatos. De inicioextC1usivamente ce-
lular, dando á fagocitóse a chave do problema imunológ:iJco, essa, <1011-
trina evolvieu, [admitindo-se posterio.rmente uma associação celular e
humoiríal na :explicação da imunidade.
Wrright, em 1902, ino:culou no homem suspensões ele estafilo-
co,cos mortos pel'o calor, com a esperança de, reforçando a fagoc.itóse)
conseguir ia imunização e a cura. das infecções estafilococicas. Surge,
então, o miétodo opsonico, istlÜ é, a übservação da propriedadecollfe-
rida ao sô<ro em fiacilitar ,e intensifica:r a fa:gocitóse.
Iniciou-se o tratamentodasestafilococias pelas vacinas de VVright,
em dóses crescentes e sufióentemente espaçadas, para evitar a fáse
:negativa, tão nitidamente ·evidenáajda pelo índice lopsânico. A difi-
-culdade de verifi'caçãodêsse indice -- necessário, segundo '\Vright.
para uma vacinação eficiente - fez com que o intervalo das dós[1s
fôsse indicado pelas reações locais e geraJÍs, e os bons resultados obti-
dos prov'1ocaliam o esquecimento, e quiçá, o seu descredito.
A imunidade cDlltra o estafilococo passou, então, a ser vista
COlIvO um! Ítenomeno puro de fiagocitóse: era a supremacia da doutrina
;celular sôbre a humoral
Herelle propõe uma nova e sugestáva interpretação. Observa e
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demonstra a existência nos fócos de supuração, produzida pelo esta~
filococoe já em via de cura, de um principio litic{} que destroe êsse
germe - 10 bacteriof,a'g10. l~S substàncias resultantes da dissolução das
bactérias determinam no organismo a imunidade. ESlSia desc'Üherta de
HeTeUe passou rapidmnente ekls experiencias de labor:atório á aplica-
ção prática, ,sendo brilhantes lOS Tesultados obtidos ,algumas vezes. Infeliz-
111ente, e 'C'0111 alguma frequencia, formaTn--se no organisn1o anticorpos,
iantibacteriiofag'Üs, que impedem a ação terapeutica, neutralizando com·
pletamen te o principio litico.
gm 1~)22,Besredka publica seus trabalhos sôbre a imunidade
local e' propõe o tratamento das estafilolcocias pe10s caldos-va0inas,
obtidos por filtração de culturas de estafilocoeo e impróprios ao, de-
senvlolvim,:ento do germe, pelo aparecimento do antivirus. Para Bes-
redka, a, imunidade é lUll fenômeno exclusivamente local, processan-
do-se nos tecidos sensiveis, atingidos pelo ag'ente infetante.
Eram essas as idéas dominantes, cada uma COm seus defensores
ardorosos, mas que não expliCiClVaul eOTnpletamente a :imunidade con-
trao estrufilococo, quando, em Janeiro de 1928, em Bundaber!g, Queens-
lanc1, um acidente dO]OTOSO veio alterar iO 'que se 'c'Ül1hecia sôbre J in-
fecção estafilococica. A contaminação por estaifilococo de uma lnis-
tura toxina-lantit!oxina diftérica, usada na vacinação, determinou a
lllorte de 12 entre 21cl'eanças inoculadas, com um qnadr,o
que salientava o eleva,do poder toxico elo germe.
LA comissão enearreg'aeh pelo governo inglês de pesquisar e
Icidar a (',ansa elo acidente, tendo á frente o sábio 'austraJiano F'.
Burnet, isolou amostras de estafiloeoco qu<:~, perfeitamente observac1as
'e melhor estudadas, levaram ádemollstração da existência de [Ulla 'tO-
xina estafilococica. na veTCladeira expressã.o da palavra.
Burnet obteve esta toxina cultivando o g'erme em semi-
liquida em uma atmosfera de COzo
A des,co,berta \Cle lhmnet deu origem a uma grande série de
trabalhos, mostTando alguns as propriedades da t!oxina, e salientmulo
outros novos <lspétOiS no estudo da imunidade estafüococica.
Deter-nos-enws,embrora pela maneira mais rapida possivel, no es-
tudo ela, toxina estafilococica, do toxoic! e obtido pela sua formoliza-
ção, e na interpretação da imuniebde que determina.
TOXINA ESTAFILOCOCrCA
Para se conseguir uma boa toxina são ne,cessários, como para
as toxinas em geral, vários fatores: amostra bem toxigênica, meio de
cultura .fa,vcymwel, temperatur1 e tempo de incuhação ótimos, e atm'Os-
fera adequada.
liJYIOSTRA. - A seleção de uma amostra bem toxÍigên ica não
é taref'a das mais faeeis. Illicialmen te tenliOS a difi1culc1acle de que nem
todas as amostras são toxigêllicas. ,o que Se consegue apenas eTn
10% elas examinadas.
Entre as selecionadas são muito raras as que fornllam toxina
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título elevado, e en1'r,e estias algumas perdml1 rapidamente o
toxinogênico. Temlüs trabalh::tdo com muitas amostras, isoladas por
nós e relceb:iJdas ele outros laboratóriio'S. As que mais se têm prestado
são: a 126, isolada po'r nós, a 134, rec1ebida do Instituto Butantan,
por intermlédio do Dlr. rrr,avassos da Rosa, e a 141, amostra \Vo'O'd, de
Burnet, g,entilmente cedida pelo prof. SorcleIIi, do InstitntoBacterio-
lóg'ico de Buenos Aires.
:l\IEIO DE CULT'URA. O meilO de cultura, que teul fornecido
melhor toxina, é (), meâio liquido ele \Valbun, modificado por B nI'net :
A um litro dea!gua ele carne preparada eOlll ele boi
(250,0 para 1 litro de ,agua), acrescentam-se 5,'0 de peptona (le \Vitte,
2,0 de fOisfato de pot,assio e 0,:3 de sulfato de magnesio; dissolver, fil-
t.rar e ajustar o pR entre G,{) e 7.0; c1istr,ibuir iem frascos de 50 cc.
e esterilizara 120°, durante 20 minutos.
Experünentám!Ü!s produzir a toxina em meio de Ramon, lHaS o
título que obtivemos foi muito inferior ao que eonseguimos reglll a1'-
mente cmn o de \Valbun.
rrElVIPERíA'rURA E 'l'ElVIPO E INCUBAÇÃO. - A tempera-
tura ótima é ele 37°. O tempo de incubação que temos empregado é
de G dias, nã\o tenc1oobtido melhor'a na toxina, aumentando ou dimi-
nuindo ü pr!a,z'Ü de ineubação.
Arrl\IOSI1'ERA DE (:02 • - Usamos sempre, e com ótimo resulta-
1(10, 'a cultura em ambiente com 20% deC02., eonforme aconselha Bur-
net, r,enovando a atmoSfCI':l 11!0 4.° dia de incubação.
PHOPHIEDADB.s DA TOXINA EsrrAPIl... OCOCICA. A to-
xina estafiIOlcoeica é caraterizádamente umJa, exotoxina, e apresenta
algumas partieularic1ac1es interessantes em seu modo de agir:
1) Ação eritrocitolitiea. A toxina tem o poder de lisaI', de
uma llmneir,a mjaisou menos intensa, os globulo.s vermelhos dos dife-
rentes anin~ailS. Êsse poder de líse é facjlmente destruido pelo calm',
pelo formol e sob aa(;ão dos aeidos. A inoculação da toxina em ani-
mais determina o apare'ciment!o de um antieorpo, que neutraliz:a essa
ação lít:Üca.
O poder eTitroeitolítico de uma toxina é facilmente titulavel,
e serve ,de padrã:ü para avaharo seu poder toxico. Para isto colocia-se
a toxina em Iconcentrações várias, .em uma séIüede tubos, emCOl1-
tato com uma emulsão de gliobulos de coelho ou de carneiro, lavados
e diluidos a 1/5. ]'az-se UIl1Ja. incubação a 37", meia hora, e leva-se
fi temperatura baixa, durante 12 horas. Verifica-se, então, de acôr'"
do ,co,m Burllet, qual o tubo que 'contém, pelo menos, 50% ele globuloa
hemoEsaelos. A diluição {rUe eorresponde a êste tubo é a D. IH. H.
(dóse minima hemolítiea), equivalente, digamos, a D. ]\11. lH. (dóse mi-
:niUla, Irllortal) ela toxina chftérica.
O número deDo lH. R., que eontém cada partida, é va1'i~avel
com as condições aeima estabelecidas, assim cmuro par<l uma mesma
tUllostra e nas 1l1;eSlllaS condições sofre oscila.ções de uma partida para
outra. Temos <Yhtido, em média, de 1.600 a 3.200 D. 1VI. H. por CC.,
conseguindo, não raro, toxinas com 6.400 D. lU. H. por iCC.
Êsse poder hemolític'Ü da toxina estafilococica diminue rapida-
mente já nos pr,imeiros dias de preparraçào, desaparecendo completa-
mente ao fhll de algumas semanas, quando a toxina é conservada na
tem\peratura ambiente, conseguindo-se conserv.urmais tempo, embol'J.
com; uma desvaloTização de 50%, quando é congelada. 'remos toxi-
nas congeladas ha 5 ou 6 meses, que nos dão um título médio de 800
D. lVI. H.
2) I~st'reitamente ligada a êsse poder hemo1íHco, observ,a-se
uma ação 1ítica notavel sôbre iaS leucocitos e outl"as celllhs c1oorg,a-
nismo. Aliás, essa ação sôbr,e os leucocítos já tinha sido evic1en'ciada
em 1895, por Denys e Vandievelde, que a denominaram leucociclina.
3) A toxina püssue um poder letal, que se verifica facilmente
no coelho, por ser o animal mas sensivel, ocasionando a morte por via
subc,utâneaou intravenosa.
A inoculaçjãl() de dóse relativamente fraca de toxina (1/4,
de cc.), por via intravenosa, determina a morte imediata do anin1tul,
por siÍIlcüpe Ic'arc1iaca e respiratória, pl'ec1ec1ic1as de uma queda brusca
e imedilata da pressão ari eri!~l,1. .
Póde-se determinar e estabelecer ia D. 1\I. 1'.1. (dóse mínima le-
tal), quealgul1s autores us:nam paTa suas obse'l'vações.
4) A toxina estafiloeo.cica, quando inocnliada por via intrader-
mica, determina ia formação ele grandes de necrose: é o que se
denomina ação clermo-necrotica.
A d6se mininn nec!rotíca (D. JYI. N.) , por ser rnuitü va;r<iave])
não se presta para la, padronização ele toxinas.
5) Trav!assos da Ros,a, em São Paulo, evidenciou ielll 1936, uma
ação tetânizant,e, que se revela rapidamente após a inoculação intl'a-
cerebral por uma sindríOll1e car1a,terizaela por contratur;as generalizadas,
rig'idez da museulatura da 1'ac11is, opistótono, tachyca:I'<clia e tachypnéa
inici'ais e Isensibilülade morrendo, o animal
ID'al'S taTde
CO'1no esta sindrome é variavel em rrTavassos d<:l
Rosa estabeleiceu uma ,dóse minima tetánizante let;al (D. JYI. rr. h),
que a menor dóse de toxina c;apaz de produzir sistematie:l-
mente a sindrome nos 30 primeiros minutos -após a e
morte em 24 horas em toclasas cobailas inoculadas.
G) De tocl.1s estasações, a que revela maior interesse
é oeleviaclo da toxina, pTovocando o
rapiclo de antitoxina no sôro dos anim1ais inoculados.
ANATOXINA BSrr\I\.Ij1ILOCOCICA. -- Burnet, alpós ter estnda-
doe Übs:eTvaclo as diversas propriedaél,es da toxina
seguiu a sua transformação por meio do formo1, nos
formação dia, anatoxina difterica e tetâni1ca, obtida por Hamon..
uma permanencia de 10 dias na estufa a 37 ü • eom ,umla c1óse de formo]
a 4% 0 , a toxina perde completamente as suas propriedades, COllservan·
do, entretanto, o poder antigênico. Perfeitamente ino,c11a, a anatox~-
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pO'1' via subcll'
de
que outro
estafilococi:ca presta-se p]ra provocar a iUIuniz,a-
ativa, ,quer no homem, quer nos animais, facilitando assim .a pro-
de lantit,oxina '1)ara a imunização passiva.
Ham'On e Boivin Iconseguiram, ultimalnente, precipitar a anato-
.xinla, do caldo de cultur,a, levando o J')H a :3,5 com aci,do tl'icloracéhco
sulfurico e dissolvendo 'O pre1cipit:Hl0 em sol. ele fosfato de
sio ou carhonato de sódio. Obtiveram, desta luaueira, lIm procluto pu·
.rificadü econüentravel, que permite uma im;unização muito mais ra-
eativ,a. ".~.. " ..... A A .~
Segundo a técnic'a, pre,c(mizacla por H:unon, verificámos qual o
toxoide mais ativ'O: se {) bruto, isto é, o caldo de culturn desintoxicado
formol, ou o precipitado. Tnoculárnos ,coelhos com diversas par-
tidas ele toxoides e, após urn númerü idêntico ele inoculações ( cc.)
1 cc., 1,5 CC., 2 cc. e 2,75 cc.); COIn um espaço de
R(-'maU:l, depois da última inoculla,ção), observámos nos animais imu.
lJizados com toxoide purificado a neutralização de 2 D. }VI. H. de to-
até COln 0,002, enquanto que, com toxoide bruto, o limite
era de 0,02.
tA. anat'Oxina purificada, Hamon, possue, pois, elevado
imunizanteao lado de uma ino1cuiclacIe bastante superior ao to-
xnicIe bruto, por se encontrar privada das impurezas do meio ele cul··
tura e ser possivel a SUja, concentração na dóse necessári1a e eficiente0
IlVIU,NIDADE ANTIE:STAFILOCOCICA. --- Vejamos agora
que deternliuamessas descobertas de Burnet e qual o
que tivera])1 na interpretação da imunidade antiestaJilolcocica ..
H'amon e Hichou fizerarn expel'iencias muito interess,antes e su-
num grupo de coelhos, estafiloco1cos
,-jvos suspensos rnnna rnistura de lanolina e oleo de oliva, e observa-
Ta1110 aparecimento ele antitoxinas no ,curso da imunização, embora,
em título muito inferior ao que se obtem lapós imunizaçãü pela an<1-
toxina. Num segundo grupo inocularam a mesma quantidade ela mis-
tllra lanolina-oleo-germes, nws desta vez após maiar os germes
calor, e não embora eom pes,quis,a.s aprofundadas e
a de antitoxinas. Pinalmente, um terceiro grupo
imuniziadocom anatoxina.
Os gruposa,cima. fü'l'arn irwculados COm O,;"'i cc.,
e com 0,2 cc., por via intríadermica, de uma
filocücos 'virulentos (Icultura de 24 horas), ao mesmo
grupo de animais testemunhas não imunizados.
Nos pontos injetados observou-se: nos um ecIem'u
e posteráoI'm.;ente UIna escara muito extens.a (,cemI 2 a a enl. de
; nos imm1Íizadospor germes mortos incorporados ámistul'a
verifiearam mn edema um poueo menor,
nódulo E~If1amatório do tamanho de um~ 'avelã; os coelhos imunizados
com genrl'es vivos e que contém um pOUicode antitoxina, ap1'esental'ant
lesões pouco intensas (edema pequeno e um nódulo discreto, que de·
saparece C01H o tempo); finalmente, no grupo :imunizado anato-
xina e que tem título elevado ele antitoxina, o edema é nulo.
das dimensões de un}!] lentilha.
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H,amon e Richou, entre outras considerações, assim concluem
sa.s experiencias demonstrativas: "O estafilococo, cuja multiplicação
favorecida no ponto de rinoculaçã.o pela inflamação devida ao exeí-
g"oduroso, elahora "in situ" sua toxina. J:Dsta toxina, graças aos
fenomenos inflamatórios locais, é modificada em suas propriedades to-
mas não seu poder alltigenico. ,Assim modificada
passa ao orgall1Jismo, onde provoca a formação de antitOJ,.1:lna
Essa lalüitox5na ;ê capaz,como nos animalis imuni~ados com a anatoG
de protegel'o organismo com um exito apreciavel contra a. toxi-
.hlfe,cção experimental".
Uma outra série de experiencias feit'.1spor Hamon e l{.ichou,
repetidas e cOl11'provad:as por outros experimentaclores, como Delau-
nay, Vitchiln, Dováe, etc. demonstrmn aquasi ineficacia das vaeinas
130m germes morios. Um. grupo de animais imunizados com emulsão
de gernves mortos .e outro com anatoxina são submetidos á inO'culação
de prova com estalfilococos virulentos. Ohs,erV1a:-se que os elo primeiro
grupo, assim' como os testemunhas, morrem nos primeiro dias, ao passo
(lue os do segundo grupo morrem no fim ele varias chas, ou permanecem
como se nada t;ivesse havido.
Destas experiencias e elos resultados obtidos com a
,antitoxica, salienta-se logo o valor preponderante ela antitoxilla na
imunidaeleantiestafiloc,o cii1ca.
POI' orrilentação de Ramou, fez Dela,uIE1Y, no ano passado, uma
série ele pesqui,sas sôbre a histopatologia da infecção estafilococica.
Observou em um grande numero de animcl1is las nwdC;fieações celulares
produZiidas pela infecção :experimental,encontrando o organismo imu-
:niz,ado 'OU não.
Extraiordinarianl'ente interessantes são estas observações,
culm,inaramem uma hipotese sugestiva e li,mpressionante da imuni-
dade lantlÍ,estafí1ococi,ca.
Após ,quinze horas, o exame histológico da lesão permite
no animal imunizado, as constatações seguintes: "Sob uma
.absolutamente integra se ,encontr,a 'Ü tecido conjuntivo muito idilaeerac10
infiltrado por numerosos po1inucleares. Os vas'Os são inHamados e
cel'cadospor leucocitos muito bem conservados. Entre os feixes mUSCll-
lares,emexcelente estado, deslizam fusos de globulos braneos. As ce-
lulas conjlultivas não pareeem ter atividade própria. Os germes estão
presentes".
No, ,alllünal testemunha a, lesão seeiar'ateriza, aI{) por
umia epide,rm·e fina e ·deseolada da camada eonjllntiva suhjaeente. ()s
vasos são ,dilacerados, mas não apresentam as cintas de po}inucle3res en-
contradas nos animais imunizados. As fibras conjuntivas são separl(1-
das e os nucleos já pouco visivei,s. Os feixes mus:culares estão lesados,
dtila'ee:r,ados, :e é dificil distinguir suasfibrilas. Nos espaços intedascis-
enlares a infiltração celular é muito pequena. Os estafi1ococos estão
presentes".
Oitenta horas a.pós a inoculação, vê-se nos animais irnunizados
nma lesão hem 10c1alizacla, com os seguintes caratéres: -- "Epic1ermee
muscnlosem perfeito estrudo. Ao redor de um pequeno abcesS'o, que
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ocupa o ·centro idocôrte, ·encontra-se uma proliferação extrellunnente
notJa'Viel de tecido cOlljuntivo de né'o-formação, uma verda,c1ei!'a
Histiocitos numerosos. Constata-se o aparecimento de vasos ele 116o~
formação".
Nos testemunhas, ao contrário, verifica-se o .; A
epiderme é uma massa mOTtificiada, sem nucleos,com <Ipeluls
de foliculos pilos{)s. Um abcesso extenso, ctOln polinucleares mais
menos ialtera.dois, fOT'ma o limlite :irnferior ela uecrose. Sôbre a face
funda ,dêst,e ,abcesso UIna 'barreira conjuntiva está em, vias de
ção. Numerosos polinucleares infiltram êste tecido. Alguns histio('ito;;;,
1\Insculos enI degeneração".
N essas observações verifica-se que nos testemunhas, a pôs
pequJeno aflnxo de lene,ocitos li:mecliatamente depois clainocnlação, ha
um afastamento dêstes golobulos ele como se o germe ('xel'c~esse
um tropismo negativo sôhre êles; ,ao pa8s'Ü que nos al111nalS imunizados
o numero de leucocitos é lImito maior, não contrá-
rio: aumentam),fag1ocita.xnos havendo a nentraE-
zação elo tropismo negativo.
A unica difm'e!1ça, que se observa nêsses grupos de ai] imais
'a. preseiJ1ç,a de antitoxÍ1l'a: no sôro dos imunizados, devendo se!' êste (>
elemento ,l'esponsavel pela neutralização do tropi,smo exerci-
do pelo germe sôbre os leucocitos.
Baseado nas observações acüIIa e nasc1e vaTios
Ramone seus ,coIatboT'adol"es lançaram a modm'na e sugestiva.
da irnunidade a:ntiestlaii10co·cica.
A iil1fecção e8ta±!il'Üco{~iICa se processa pelo afastamento dos
mentos c·elulares ele defesa do organisnl,o por ,meio da toxina, elabol'<.lda
pelos :germes, conseguindo êstes se multiplicar e vencer as resisteneins
01'gaíllilCias.
(~uando o organismo está imunizado H antitoxinH 11eutl'alisan(1c)
toxil1a permite que os germes sej,am (presa facil c1os1eucocitos.
A iimunidadeaíllti'esiafi1o(~o~ka é ao mesmo tempo. antiÜoxica e
antimicl'obiana; antitoxica pela neutr·alisação da toxina esta,fUlococica
por meio (da ant.itox:ina cOITeispondente, e a<IÜ'imicrobianapela
tose doselemento,s invasores pelos leucocliitos.
A ámunic1ade pôde ser natura.l ou artificialmente
organismo 'adquire naturalmente a imunidade pelo contato
com .() alJliiÍgeuo, por ser K) estafilococo um germe muito espalhado na
natureza e hospede constante da. pele ·e das mucosas externas. Nus
an\:bnais demonstDai-Se tEacibnente esta iafiI'1nação, o alJia-
reciInento de antitoxilla pelo simples pineelamentü da sem que
Ise exteriorize :a infecção.
Pl"lOVoc.a-sle adificialmentea imunidade inoculando a anatox';n~.
De tudo o que aeima :lJicou exposto,concIue-se que o tratal11ento
das estafilococias de,ve ser feito pela anatoxi1l3,mesrno quando
necessida:de de defesas limecliata,s, c10mp nas septi(cemias, em que eleve
Is.e1'3ssociada a sôroterapia antitoxica-estafilococ.ica.
